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学位論文内容の要旨
UDP-グルクロン酸転移酵素 (UGT)はグルクロン酸抱合反応を触媒する小胞体局在性の
糖タンパク質である｡UGT2B7はUGTの中でも多くの基質の代謝に関与する分子種であり､
主要な医薬品のグルクロン酸抱合反応の約 4割に関与するbUGTは殆どの分子種でアスパ
ラギン結合型糖鎖付加を受けるとされているものの､この糖鎖が酵素機能に及ぼす影響に
関する情報は少ない｡本研究では､UGT2B7に存在する3か所の潜在的 〃一結合型糖鎖付加
部位 (Asn67､Asn68及びAsn315)について､それらの変異型タンパク質を作製して糖鎖付
加部位を同定し､糖鎖付加の酵素機能に及ぼす影響を検討した｡
まず､部位特異的変異導入法により､糖鎖付加を受けるAsn-Xaa-Ser/Thr(XaaはProを除
くアミノ酸)の Asnを Glnに置換 した 5つの変異型 UGT2B7(N67Q,N68Q,N315Q,
N68Q爪1315Q及びN67Q什I68QnV315Q)cDNAを構築し､ヒト胎児腎細胞 (HEK293)に導入
して安定発現細胞株を作製した｡安定発現細胞からS9画分を調製し､これらタンパク質を
ウェスタンブロット分析で比較すると､N67()のタンパク質バンドは野生型と同等の移動度
を示したが､N68Q及び N315Q は低分子量側-とシフトしたOまた､N68Q爪1315Q及び
N67Q爪168Q爪1315Qはその移動度がさらに大きくなり､Asn68及びAsn315の2か所でN-結
合型糖鎖付加の生じていることが明らかとなった｡
プローブ基質であるジドプジン (AZT)及びモルヒネグルクロン酸抱合反応では､AZT
に対するUGT2B7の親和性が糖鎖欠損により有意に低下したのに対し､モルヒネでは上昇
した｡また､これらの反応において､最大反応速度には影響は無かった｡補酵素UDPGAに
対する影響では､糖鎖欠損によりUDPGAに対する親和性は低下した｡
糖鎖の影響をより詳細に検討するために､糖鎖付加された成熟 UGT2B7酵素を非変性条
件下で糖鎖切断酵素endoglycosidaseHと反応させ､AZTグルクロン酸抱合反応を測定する
と､未処理の場合と比較して反応速度及び基質親和性に違いは認められなかった｡また､
タンパク質発現過程において 〃一結合型糖鎖付加阻害剤ツニカマイシンを添加した場合には
UGT2B7タンパク質の基質に対する親和性が､阻害剤の添加濃度依存的に低下した｡
以上の結果から､〟-結合型糖鎖の存在により､UGT2B7の正常なフォールディングが行わ
れ､本来の触媒機能を持っこと､成熟タンパク質の状態では〃一結合型糖鎖は酵素活性に直
接影響を与えないことが示唆された｡さらに､UGT2B分子種は糖鎖の有無により､触媒機
能に異なる影響を及ぼす可能性が示された｡
論文審査結果の要旨
博士論文の原案は 1月 13日頃に全審査員に配布された｡審査員は本原案を査読し,1月
25日(水)18:00からの岡本の教授室での,審査委員会にのぞんだ｡審査委員会では,論文
提出者による論文の概要の説明が 45分間程度行われ,続いて 45分間程度審査員による試
問が行われ,引き続き判定会議が開かれたO論文の概要は以下の通りであった0
本論文では薬物代謝反応の第二相を触媒する主要な酵素として知られている UDP-グルク
ロン酸転移酵素 (UGT)のアスパラギン残基に結合している糖鎖の結合部位や糖鎖結合の意
義を解析している｡UGTは小胞体膜結合型タンパク質であり,それゆえタンパク質として精
製する事は難しく,活性一構造相関の解明は進んでいなかったoLかし近年 UGTの cDNAが
クローニングされ,遺伝子学的手法を用いた解析が可能となったOその結果本酵素群の酵
素化学的研究も開始され,ある種のUGTは翻訳後修飾としてリン酸化やN-グリコシル化を
受ける事も報告された｡しかし多くの医薬品や内因性基質の代謝に関与しているUGT287で
のこの糖鎖が付加するアミノ酸残基や付加した糖鎖の機能などは不明であった｡本学位提
出者は,N-グリコシル化を受ける可能性のあるコンセンサス配列下にある 67,68,315位
のアスパラギン残基を部位特異的変異導入法でグルタミン残基に置換した変異酵素を作製
し,N-グリコシル化が酵素作用に及ぼす影響を調べた｡その結果N-グリコシル化は68位,
315位で生じている事,結合した糖鎖は酵素の基質結合部位のコンフォメーションを変化さ
せていることを示し,さらに糖鎖は UGTのフォールディングを正常に進行させる機能を有
している可能性を示唆した｡
試問ではモデル図での糖鎖の記載の方法,一部構造解析されている他の UGTとの類似性
などの質問やコメントが出されたが,学位申請者は適切に応答し,論文の一部修正にも応
じた｡
判定会議では,これらの結果は薬物代謝で重要な位置を占めているUGT2B7の機能と構造
の解析に寄与する結果であり,薬物代謝の研究領域の進展に貢献する成果である｡用いら
れている手法も,部位特異的変異法をはじめ,新しい技術を駆使しており,学位 (博士)
論文に相当する内容であるOまた酵素反応も適確に解析されており,それらの結果を示す
図,表も適切に配置されている｡引用文献からの解説や討論も適所に加えられており,読
問での学位論文提出者の応答も適切である｡
以上の内容から,審査本論文は学位 (博士)に相当する論文であると評価した｡
